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k57 Resumen:
Procedimiento de obtencion de hidroxitirosol puri-
cado a partir de productos y subproductos deriva-
dos del olivo mediante tratamiento cromatograco
en tres pasos. Se utiliza un metodo cromatograco
sobre resina adsorbente XAD (en dos pasos), consi-
guiendose que no ocurran procesos de retencion ni
modicaciones qumicas importantes del hidroxitiro-
sol sobre la fase estacionaria, ademas de la concen-
tracion y puricacion parcial del producto con una
simple elucion con agua. Una posterior cromatogra-
fa en fase reversa (un paso) sobre resina de poliesti-
reno y elucion con gradiente de metanol (25 al 45 %)
permite la completa puricacion del hidroxitirosol a
partir del anterior extracto acuoso de hidroxitirosol
concentrado y parcialmente puricado.
Es aplicable a orujos de dos fases, orujos de tres fases
y huesos tras ser sometidos a un proceso de explosion
al vapor.
Aviso: Se puede realizar consulta prevista por el art. 37.3.8 LP.
Venta de fascculos: Ocina Espa~nola de Patentes y Marcas. C/Panama, 1 { 28036 Madrid
ES
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DESCRIPCION
Procedimiento de obtencion de hidroxitirosol
puricado a partir de productos y subproductos
derivados del olivo.
Sector de la tecnica
La solicitud de patente esta dirigida al sector
de la alimentacion, farmaceutico, de la cosmetica
y de la agricultura. El hidroxitirosol es un an-
tioxidante natural de alto valor, con propiedades
antimicrobianas y totoxicas, que puede ser uti-
lizado en la conservacion de alimentos, en la agri-
cultura para la proteccion de los olivos, y ademas
se puede aprovechar su accion prolactica en cier-
tas enfermedades humanas inducidas por radica-
les. En este sentido puede emplearse en diversas
preparaciones topicas, antienvejecimiento, antiin-
flamatorias, etc.
Estado de la tecnica
La pulpa de aceituna contiene numerosos com-
puestos fenolicos, casi todos en forma de glucosi-
do o sus esteres, cuyo porcentaje pueden alcan-
zar hasta el 5 % de su peso seco. Entre todas
las sustancias fenolicas destaca la oleuropena el
glucosido mas abundante, constituido por el es-
ter heteroxido del acido elenolico e hidroxitirosol,
responsable de su sabor amargo. Tambien estan
presentes, ligusgtroxido (glucosa-acido elenolico-
tirosol), verbascoxido (acido cafeico-glucosa-(ran-
mosa)-hidroxitirosol), flavonoides como la rutina
y en los frutos maduros, colorantes antocianicos,
derivados de la cianidina.
Todas estas sustancias tienen gran importan-
cia en los procesos tecnologicos a los que son so-
metidos estos frutos, ya sea para la elaboracion
de aceituna de mesa (p.e. para eliminar el sabor
amargo, desarrollo del color negro, etc) (Brenes,
M., Rejano, L., Garca, P., Sanchez, A.H. y Ga-
rrido, A. 1995. J. Agric. Food Chem. 43: 2702-
2795) o para la obtencion del aceite de oliva, ya
que de acuerdo con su coeciente de reparto cier-
tos fenoles pasan al aceite, siendo responsables de
la estabilidad frente a la oxidacion (Baldioli, M.,
Servili, M., Perretti, G. Y Montedoro, G.F. 1996.
J. Am. Oil Chem. Soc. 73: 1589-1593), de las ca-
ractersticas sensoriales (Aparicio, R., Roda, L.,
Albi, M.A. y Gutierrez, F. 1999. J. Agric. Food
Chem. 47: 3531-3534) y de los efectos benecio-
sos para la salud humana (Manna, C., Galletti, P.,
Cucciolla, V., Moltedo, O., Leone, A. y Zappia,
V. 1997. J. Nutr. 127: 286-292), y parte pasan a
la fase acuosa.
El hidroxitirosol, que es el fenol mas activo de
los encontrados de forma natural en el aceite de
oliva virgen y fundamentalmente en sus aguas de
vegetacion o alpechines, se obtiene espontanea-
mente por la hidrolisis qumica y/o enzimatica
de la oleuropena, durante la molienda y batido
de las pastas. Tambien se encuentra en cantida-
des muy importantes en las lejas y aguas de la-
vados, dada la hidrolisis qumica que se produce
en este caso, durante la elaboracion de las aceitu-
nas de mesa. Es un compuesto muy interesante
por sus propiedades antioxidantes, que debe su
actividad fundamentalmente al grupo funcional
o-difenol, caracterstico de los biofenoles, y que
presenta ciertos aspectos muy importantes sobre
la salud humana y la conservacion de los alimen-
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tos, ademas de presentar un papel importante en
los mecanismos de defensa contra patogenos e in-
sectos en las aceitunas (Bianco, A.D., Muzzalupo,
I., Piperno, A., Romeo, G. Y Ucella, N. 1999. J.
Agric. Food Chem. 47: 35313534).
Sin embargo el hidroxitirosol es un producto,
que no esta disponible comercialmente, a pesar de
que se han desarrollado diversos procedimientos
cromatogracos para su puricacion a partir del
aceite de oliva, del alpechn y hojas de olivos, y
que se han desarrollado, asimismo, diversos pro-
cedimientos de sntesis para su produccion.
Diversos autores italianos y japoneses han des-
crito la recuperacion de compuestos activos, masa
de fenoles a partir de alpechines, hojas de olivo y
frutos, con diversos procedimientos de extraccion
lquido-lquido y lquido-solido (Visioli, F., Vin-
ceri, F.F. Y Gal, C. 1995. Experientia 51: 32-
34)(patente japonesa JP-09078061) Sin embargo
el poder antioxidante de los extractos depende de
su grado de puricacion, siendo los mas activos
los extractos que contienen fenoles de bajo peso
molecular (Violi, F., Romani, A., Mulinacci, N.,
Zarini, S., Conte, D., Vinceri, F.F. y Galli, C.
1999. J. Agric. Food Chem. 47: 3397-3401).
En relacion a la puricacion del hidroxitirosol
a partir de los extractos de alpechn obtenidos con
acetato de etilo, Capasso et al. 1999 (Capasso,
R., Evidente, A., Avolio, S. Y Solla, F. 1999. J.
Agric. Food Chem. 47: 1745-1748) presentan
un nuevo metodo cromatograco usando colum-
nas de silica gel a presion media (20 bar), a dife-
rencia de otros metodos anteriores de extraccion y
cromatografa a normal y baja presion (Capasso,
R., Evidente, A. y Visca, C. 1994. Agrochimica
38: 164-171), y que se completan con una croma-
tografa preparativa en capa na.
Otros autores espa~noles (patente espa~nola ES-
2051238) obtienen distintos tipos de fenoles, entre
ellos el hidroxitirosol, utilizando una extraccion
en contracorriente a partir de la solucion acuosa
del alpechn. Una vez extrado el alpechn, como
tal o concentrado, mediante un disolvente o mez-
cla de disolventes poco miscible con agua, la fase
organica es sometida a una extraccion lquido-
lquido en contracorriente.
El hidroxitirosol que tambien ha sido puri-
cado a partir del aceite de oliva, ha sido paten-
tado para su uso en preparaciones topicas y de
ba~no, dado que inhibe la formacion de melanina
y de peroxidos lipdicos (patente japonesa JP-
08119825).
De los metodos de sntesis que existen, el des-
crito por Capaso et al.(Capasso, R., Evidente, A.,
Avolio, S. Y Solla, F. 1999. J. Agric. Food Chem.
47: 1745-1748), es segun el propio autor el mas
conveniente respecto a los otros descritos en la
literatura (Baraldi, P. G., Simoni, D., Manfre-
dini, S. Y Menziani, E. 1983. Liebigs Ann. Chem
684-689) e incluso, se~nala que dicho metodo es
aun mas conveniente que la recuperacion croma-
tograca que realizan los mismos autores a partir
del alpechn, dado los bajos rendimientos de es-
tos ultimos y resultar mucho mas caro que los
de sntesis. El hidroxitirosol se sintetiza en dicho
trabajo a partir del acido 3,4 dihidroxifenilaceti-
co por reduccion con LiAIH4 entetrahidrofurano,
bajo reflujo, durante 2 horas.
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Bai et al. 1998 (Bai, C., Yan, X., Takenaka,
M., Sekiya, K. Y Nagata, T. 1998. J Agric. Food
Chem. 46: 3998-4001), tambien lo sintetizaron
con alto rendimiento, a escala de gramos, y con
alta pureza. La sntesis se realiza a partir del
mismo acido, 3,4 dihidroxifenilacetico, pero uti-
lizando un sistema de metilacion rapida con tri-
metilsildiazometano y posterior reduccion de los
productos de reaccion con NaBH4.
Sin embargo, el acido puro (pureza analtica),
que se utiliza como materia prima en los metodos
de sntesis, es un producto qumico con un pre-
cio actual de alrededor de 4000 pts/gramo lo que
constituye un precio demasiado elevado para ser
producido a nivel industrial.
Recientemente ha sido patentado un procedi-
miento para la obtencion de hidroxitirosol a partir
del hueso de aceitunas y pulpa extractada, proce-
dentes de un orujo de tres fases, tras ser sometido
a un proceso de explosion al vapor (ES-9800668
y ES-9800413)
Explicacion de la invencion
El objeto de la presente invencion es un proce-
dimiento de obtencion de hidroxitirosol puricado
a partir de productos y subproductos derivados
del olivo, que incluye las siguientes etapas:
a) introduccion de la fuente de hidroxitirosol
en una columna de resina Amberlita XAD,
obteniendose una disolucion que contiene al
menos el 90 % del hidroxitirosol contenido
en la fuente de hidroxitirosol introducida en
la columna.
b) introduccion de la disolucion conteniendo
hidroxitirosol procedente de la etapa an-
terior en una segunda columna de resina
Amberlita XAD y posterior recogida del hi-
droxitirosol retenido con agua, obteniendo-
se una disolucion que contiene al menos el
80 % del hidroxitirosol contenido en la fuen-
te de hidroxitirosol introducida en la pri-
mera etapa.
c) introduccion de la disolucion conteniendo
hidroxitirosol procedente de la etapa an-
terior en una columna de resina amber-
chrom CG-161 y elucion en gradiente me-
diante una disolucion metano:agua del 33 %
al 45 %, obteniendose una disolucion que
contiene al menos el 65 % del hidroxitiro-
sol contenido en la fuente de hidroxitirosol
introducida en la primera etapa y con una
pureza mnima del 95 %.
La fuente de hidroxitirosol puede ser orujo de
dos fases (alperujo), orujo de tres fases o bien hue-
sos de aceitunas; todas las posibles fuentes de hi-
droxitirosol se someten a un proceso de explosion
al vapor previamente al tratamiento en las colum-
nas de resina. Las resinas utilizadas en los ciclos
de puricacion de hidroxitirosol pueden regene-
rarse mediante un tratamiento que consta de las
siguientes etapas:
a) extraccion de todos los compuestos que
acompa~nan al hidroxitirosol retenidos en la
resina, con metanol en caliente mediante el
empleo de soxhlet.
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b) lavado con una solucion de H2O2 al 2 %
con pH ajustado a 11,5 mediante adicion
de NaOH.
Breve descripcion de la gura
Figura 1: Esquema de las etapas del procedi-
miento de puricacion de hidroxitirosol.
Descripcion detallada de la invencion
La presente invencion se reere a un metodo
cromatograco que permite obtener hidroxitiro-
sol con un alto grado de pureza y que ha sido
desarrollado a partir de los orujos de dos fases
procedentes del procesado de aceitunas, tambien
denominado alperujo, tras ser sometido a un pro-
ceso de explosion al vapor. Al tratarse de un
pretratamiento muy severo, donde el material es
sometido a altas temperaturas, por inyeccion de
vapor de agua a presion durante un corto perodo
de tiempo, seguido de una descompresion explo-
siva del producto, se consigue la solubilizacion del
hidroxitirosol y de otros muchos compuestos so-
lubles en agua (presentes en el alpechn, solubili-
zados del orujo o residuo solido, productos de de-
gradacion, etc.). El sistema de puricacion podra
tambien ser aplicado a otras muchas fuentes, tales
como alpechn, orujo de tres fases, lejas y aguas
de lavado del aderezo de aceitunas, etc.
El procedimiento de la invencion tiene de no-
vedoso la utilizacion de un sistema cromatogra-
co sobre resina adsorbente polimerica XAD (en
uno/dos pasos dependiendo de las impurezas o
compuestos solubles que acompa~nan al hidroxiti-
rosol en la muestra de entrada), que va a permi-
tir la retencion del hidroxitirosol y su posterior
liberacion con la misma muestra de entrada (p.e.
fraccion acuosa procedente de los alperujos en su
concentracion original, concentrada, diluida, etc)
o en todo caso con una simple elucion con agua.
La utilizacion de este tipo de resina macro-
reticular, no ionica, de poliestireno, que adsorbe
y libera las sustancias a traves de interacciones
hidrofobicas y polares, tiene la ventaja respecto
a otras resinas de que no ocurren procesos de
retencion ni modicaciones qumicas importan-
tes del hidroxitirosol sobre la fase estacionaria.
Tambien se aprovecha el caracter ambiflico del
hidroxitirosol, que permite, una vez que se satura
de este compuesto, se eluya con la misma solucion
acuosa de entrada, sin necesidad de cambiar la po-
laridad del disolvente y, por lo tanto, sin tener que
utilizar disolventes organicos (metanol, etanol,
acetona, acetato de etilo, etc) como ocurre con
otros muchos compuestos que acompa~nan al hi-
droxitirosol y que son mucho mas hidrofobos, pro-
duciendose la concentracion y puricacion parcial
del producto en un solo paso. Todo ello, permite
ademas que no se haga necesario la extraccion
previa de los compuestos solubles con disolventes
o mezclas de disolventes poco miscibles con agua,
como ocurre en muchos otros procedimientos re-
visados en el apartado anterior sobre el actual
estado de la tecnica.
A partir del anterior extracto acuoso de hidro-
xitirosol concentrado y parcialmente puricado
se consigue la completa puricacion del produc-
to mediante una cromatografa (en un solo paso)
3
5 ES 2 172 429 B1 6
sobre otro tipo de resina de poliestireno (Am-
berchrom CG-161), con un tama~no de partcula
mucho mas peque~na que la XAD, lo que per-
mite la resolucion de moleculas con estructura
qumica estrechamente relacionadas. El hidroxi-
tirosol puro se consigue eluir utilizandose un gra-
diente de metanol:agua del 30 al 45 %.
Este tipo de resinas polimerica son, al igual
que las tipo XAD, estables a acidos y bases fuer-
tes a diferencia de los lechos de slica utilizados en
otros procedimientos de puricacion del hidroxi-
tirosol, con lo que se pueden utilizar durante cien-
tos de ciclos de puricacion, pues se pueden re-
generar mediante lavados con NaOH. En nuestro
caso, el sistema de regeneracion utilizado ha sido
una primera extraccion de todos los compuestos
que acompa~nan al hidroxitirosol, que haban sido
retenidos en la resina, con metanol en caliente
mediante el empleo de soxhlet y un posterior la-
vado con una solucion de H2O2 al 2 % llevado a
un pH de 11,5 con NaOH concentrada, durante
una noche.
Las etapas del procedimiento de puricacion
del hidroxitirosol son las que se recogen en el es-
quema de la gura 1:
B1: muestra inicial, fuente de hidroxitirosol
(fraccion acuosa)
C1 y C2: cromatografa sobre resina adsorbente
XAD en uno (C1) o dos pasos (C2)
A1 y A2: fraccion que no es retenida en la resina
XAD, muy rica en azucares.
B2: solucion con los compuestos que se eluyen
del primer paso por la resina XAD con la
misma solucion acuosa de entrada (B1) y
que permite recuperar, una vez que alcanza
su nivel de saturacion, casi todo el hidro-
xitirosol que haba quedado retenido, pro-
duciendose por tanto una solucion de hidro-
xitirosol mas puricada y concentrada que
la de entrada. El proceso se detiene cuando
empiezan a eluirse, a la vez, otras sustan-
cias con mayores tiempos de retencion que
el hidroxitirosol y que alcanzan a su vez su
propia saturacion.
HT CONC: solucion parcialmente puricada y
concentrada de hidroxitirosol que se obtiene
de la utilizacion de un 2 paso por la re-
sina XAD, a partir de la B2. En este caso
vuelve a ocurrir lo mismo que ocurrio an-
teriormente, permitiendose recoger con la
misma muestra de entrada (B2) casi todo
el hidroxitirosol retenido, una vez que al-
canza su nivel de saturacion, aunque al tra-
tarse de una solucion mucho mas limpia la
capacidad de la 2a resina aumentara enor-
memente. Para nalizar, si se quiere, se re-
cogera todo el hidroxitirosol retenido sim-
plemente con agua.
C3: cromatografa sobre la resina de poliestireno
Amberchrom©R que permitira la obtencion
de hidroxitirosol puro mediante la elucion
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con un gradiente de metanol:agua del 33 al
45 %.
HT puro: hidroxitirosol puro
Modo de realizacion de la invencion
El procedimiento de puricacion se ha desa-
rrollado a partir de una muestra de alpeorujo de
nal de la campa~na de extraccion de aceite de
oliva, con aceitunas muy negras y maduras, que
ha sido sometida a un proceso de explosion al va-
por.
Unos 4 kg de alpeorujo (con unos 8,5 g de hi-
droxitirosol) se someten a un proceso de explosion
al vapor. En un reactor se inyecta vapor de agua
a presion durante 10 min., a una temperatura de
190-220C, en presencia de H2SO4 al 2,5 % p/v;
al producirse la descompresion explosiva el mate-
rial, ademas de cierta reaccion qumica, sufre una
desestructuracion importante y parte del mismo
se solubiliza. Tras separar las fracciones soluble e
insoluble se toma la primera, quedando una con-
centracion de hidroxitirosol de 0,39 g/L, que va a
ser puricado en tres pasos:
1er paso: La muestra se introduce en la primera
columna con unos 1,25 Kg de resina Am-
berlita XAD (C1). El hidroxitirosol y otros
muchos compuestos que le acompa~nan se
comienzan a retener. Se consigue retener
unos 5,8 g de hidroxitirosol, hasta que llega
a su nivel de saturacion, a partir del cual se
comienza a recuperar con la misma muestra
de entrada. Es decir, a partir de este punto
la concentracion de hidroxitirosol a la salida
es mayor que la de entrada, recuperandose
hasta un 93 % del total retenido (unos 5,4
g), para nalmente poder disponer de una
solucion (B2) con 7,8 g de hidroxitirosol mas
puricada y concentrada que la de entrada.
2 paso: Esta solucion B2 se introduce en una
2a columna con 0,75 g de resina Amber-
lita XAD (C2), repitiendose todo el proceso
como en la primera columna, para recupe-
rar casi todo el hidroxitirosol retenido, 6,8 g,
primero con la misma muestra de entrada y
sobre todo con agua, quedando una solucion
de hidroxitirosol concentrado (HT CONC)
con 7,2 g de hidroxitirosol y una concen-
tracion de 1,0 g/L.
3er paso: La cromatografa sobre la resina Am-
berchrom CG-161, permitira mediante una
elucion con gradiente en pasos de meta-
nol:agua (del 33 al 45 %) la recuperacion
de 5,7 g de hidroxitirosol con gran pureza
(95-98 %), pudiendose llevar a cabo la pu-
ricacion de forma mas o menos completa
segun los nes de la materia que se intenta
obtener con el procedimiento objeto de la
invencion.
Las fracciones que no se retienen en las co-
lumnas (A1 y A2), se pueden utilizar para obte-
ner manitol (31 g) y otros azucares, entre los que
destaca la glucosa (42 g).
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REIVINDICACIONES
1. Procedimiento de obtencion de hidroxiti-
rosol puricado a partir de productos y subpro-
ductos derivados del olivo, caracterizado porque
incluye las siguientes etapas:
-a) introduccion de la fuente de hidroxitirosol
en una columna de resina Amberlita XAD,
obteniendose una disolucion que contiene al
menos el 90 % del hidroxitirosol presente en
la fuente de hidroxitirosol introducida en la
columna.
-b) introduccion de la disolucion conteniendo
hidroxitirosol procedente de la etapa an-
terior en una segunda columna de resina
Amberlita XAD y posterior recogida del hi-
droxitirosol retenido con agua, obteniendo-
se una disolucion que contiene al menos el
80 % del hidroxitirosol presente en la fuente
de hidroxitirosol introducida en la primera
etapa.
-c) introduccion de la disolucion conteniendo
hidroxitirosol procedente de la etapa ante-
rior en una columna de resina amberchrom
CG-161 y elucion en gradiente mediante
una disolucion metanol:agua del 33 % al
45 %, obteniendose una disolucion que con-
tiene al menos el 65 % del hidroxitirosol pre-
sente en la fuente de hidroxitirosol introdu-
cida en la primera etapa y con una pureza
mnima del 95 %.
2. Procedimiento de obtencion de hidroxitiro-
sol puricado a partir de productos y subproduc-
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tos derivados del olivo segun la reivindicacion 1,
caracterizado porque la fuente de hidroxitirosol
es orujo de dos fases (alperujo).
3. Procedimiento de obtencion de hidroxitiro-
sol puricado a partir de productos y subproduc-
tos derivados del olivo segun la reivindicacion 1,
caracterizado porque la fuente de hidroxitirosol
es orujo de tres fases.
4. Procedimiento de obtencion de hidroxitiro-
sol puricado a partir de productos y subproduc-
tos derivados del olivo segun la reivindicacion 1,
caracterizado porque la fuente de hidroxitirosol
esta constituida por huesos de aceitunas.
5. Procedimiento de obtencion de hidroxitiro-
sol puricado a partir de productos y subproduc-
tos derivados del olivo segun las reivindicaciones
1 - 4, caracterizado porque previamente al tra-
tamiento en las columnas de resina, la fuente de
hidroxitirosol se somete a un proceso de explosion
al vapor.
6. Procedimiento de obtencion de hidroxitiro-
sol puricado a partir de productos y subproduc-
tos derivados del olivo segun las reivindicaciones
1 - 5, caracterizado porque tras los ciclos de
puricacion, las resinas se regeneran mediante un
tratamiento que consta de las siguientes etapas:
-a) extraccion de todos los compuestos que
acompa~nan al hidroxitirosol retenidos en la
resina, con metano en caliente mediante el
empleo de soxhlet.
-b) lavado con una solucion de H2O2 al 2 %
con pH ajustado a 11,5 mediante adicion
de NaOH.
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